Desirable joint of fluorescence and chemiluminescence methods with clinical analytical chemistry by 和田 光弘 & 中島 憲一郎
巳畑ー桶粘咀任　、謡釆田ロ宋
　　　　　　帯ぎ案余米鏡
U粥一采線齢口㌻D刈殺采畑
　　　　　　　　　　⑧
ロ障コ躁　O↑ON←．nZ　Φ◎う．一〇〉
隷
特集●Vol．39　No．1
　　　　　　　　　　　　臨床化学　39：6－14，2010
生物・化学発光および蛍光と臨床化学
蛍光および化学発光法と
臨床分析化学
和田光弘＊中島憲一郎＊
1．はじめに
　臨床化学に用いられる分析法は，高感度高
選択的であり，かつ操作性に優iれることが要求
される．高感度化の方策としては，1）ラベル
化（誘導体化）による高感度化（モル吸光係数
や蛍光量子収率の増加），あるいはより高感度
な検出法の適用〔蛍光（FL）や化学発光（CL）法
等〕の他に，2）酵素反応を利用した増幅反応
の利用等がある．
　次に選択性を向上させるには，1）より選択
的な検出法の選択（例．吸光度法くFL・CL法
＜＜質量スペクトル法等），2）抗原抗体反応や
酵素反応などの特異的な反応との組み合せ，3）
ラベル化による選択性の向上，および4）gas
chromatographyやhigh－performance　liquid
chromatography（HPLC）等の分離分析法と組み
合せ等の方策がある．
　さらに操作性を向上するには，装置の自動化
が望まれ，これより簡便・迅速化さらには高精
度化が達成できる．
　上述のようにラベル化法は感度および選択性
を向上させるのに有効な手法であり，これまで
多くの研究者によって数多くのラベル化試薬が
開発されている1’3）．一方，臨床化学では分析
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対象物およびその生体中での濃度に応じて多様
な分析法が用いられる．中でもHPLC－FL検出
法やCL・生物発光法は非常に高感度な分析法
であり，臨床検査項目においても，高感度性お
よび高選択性が要求されるものに適用されてい
る．特にCLは化学反応により蛍光性物質を励
起し，そこから基底状態に戻る際に発光が生じ
る反応であり，光源を必要としない．そのた
め，光源由来のバックグラウンド発光の影響が
なく，検出器の感度を高くして分析することが
可能であり，FLを上回る高感度性を有すると
いわれている．
　本稿では，分析法の感度および選択性の向上
を目的として，著者らが開発した蛍光ラベル
化試薬を用いたHPLC－FL検出法，およびCL
用試薬を用いたHPLC一過シュウ酸エステル化
学発光（peroxyoxalate　chemiluminescence：PO－
CL）法について概説すると共に，医薬品を中心
とする薬物あるいは生体微量成分等，臨床化学
的な応用展開例を紹介して，蛍光および化学発
光法と臨床分析化学の魅力的なつながりを解説
する．
2．発光分析用試薬の開発
2．1蛍光ラベル化試薬の開発
　ラベル化法は，分析対象物がラベル化反応に
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利用可能な官能基を有する場合に適用可能であ
り，分析法の選択性あるいは感度を向上させる
のに有効な手段である．ここでは著者らがこれ
までに開発した試薬の中でbenzoxadiazole誘
導体および10phine誘導体について紹介する．
2．1．1Benzoxadiazole誘導体
　Benzoxadiazole系FLラベル化試薬は，試
薬自身が弱蛍光性あるいは無蛍光であり，ラ
ベル化後の生成物が長波長側において強い
FLを発するといったラベル化試薬として
好ましい性質を有していることから，これ
まで多くの試薬が合成されている4）．著者ら
は7－N，N－dimethylaminosulphonyl－4－（2，1，3－
benzoxadiazolyl）isothiocyanate（DBD－NCS）
や7－aminosulphonyl－4－（2，1，3－benzoxadiazole）－
isothiocyanate（ABD－NCS）といったEdman－type
のFLラベル化試薬を合成し，これらの試薬をD一
およびレァミノ酸を含むペプチドのアミノ酸
配列や立体配置の決定に応用することに成功
している（図1）5’6）．図1はアミノ酸混液を分析
した際のクロマトグラムを示している．ラベル化
反応は55℃，2分と非常に迅速であり，Asp－，　Ala－，
Try－，　Ile一およびPhe－DBDラベル化体を30分以
内に分離定量が可能であった5）．この他，4－　（ZV，N－
dimethylaminosulphonyl）－7－hydrazino－2，1，3－
benzoxadiazole（DBD－H）および4－aminosulphony1－
7－hydrazino－2，1，3－benzoxadiazole（ABD－H）はア
ルデヒドやケトン定量用の試薬であり7），HPLC－FL
法を用いた場合DBDラベル化したC6～C11ま
での4種の鎖状アルデヒドを86～152　ftnolの範
囲で検出可能であった8）．4－（A7　IV－dimethylamino－－
sulphony1）－7－fluoro－2，1，3－benzoxadiazole
（DBD－F）はアミノ酸あるいは生体アミンのラベル
化に有効である．本試薬は生体試料中の，脳の
学習・記憶機i能に関与するACTH類縁合成ペ
プチドebiratide9）やイソプロピル基を有するβ一プ
ロッカー10）の高感度定量に適用可能であった．ま
たDBD誘導体はPO－CL法により非常に高感度
に検出されることから11・12），PO－CL検出用FLラ
ベル化試薬として用いられる．
2．1．2　Lophine誘導体
　Lophine誘導体は試薬自身の強い蛍光性あるい
は化学発光性が知られており，本骨格はラベル化
試薬としても有用であろうと考えられた．そこで著
者らは様々なlophine誘導体を合成し，その蛍光
および化学発光特性を検討した（図2）13）．この中で
R，：＝COCl基［化合物8，　4－（4，5－diphenyl－IH－imidazol－
2－yl）benzoyl　chloride：DIB－Cl］およびR］rCONHNH2
基［化合物9，　2－（4－hydrazinocarbonylphenyl）－4，5－
diphenylimidazole：HCPI］を導入した化合物が蛍
光ラベル化試薬として有用であった．
　HCPIは脂肪酸と縮合剤，1－ethyl－3－
（3－dimethylaminopropy1）carbodi　imide存在下
室温で反応し，強蛍光性のラベル化体を生成す
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図1Benzoxadiazole誘導体とアミノ酸分析への応用例
　　データ：文献5）より引用
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Rl；（R2＝”R3＝＝H）
1：H（lophine）　　　　　　　7：COOH
2：CONHNHCO（CH2）4CH3　8：COCI（＝1）IB－Cl）
3：CONHNHCO（CH2）ioCH39：CONHNH2（＝HCPI）
4：CONHNHCO（CH2）14CH310：COOCH3
5：CONHNHCO（CH2）16CH311：0COCH3
6：CONHNHCO（CH2）18CH312：0CO（CH2）4CH3
Rl
13：0CO（CH2）loCH3
14：0CO（CH2）14CH3
15：0H
16：R1＝OH，　R2＝　OCH3
17：Rl　＝OCH3，　R2・・OCH3，　R3・・H
18：Rl＝R2・・H，　R3＝OH
図2　Lophine誘導体
る．本試薬を用いるHPLC－FL定量法では6種類
の中・長鎖飽和脂肪酸（C6，10，12，14，16，18，20）を7－56
fmol〔シグナル／ノイズ比（S／N）＝3〕の範
囲で検出可能であった14）．
　一方，DIB－Clはアミノ化合物やフェノール
化合物の有用な蛍光ラベル化試薬でもあり，こ
れらの化合物と塩基性触媒の存在下，あるいは
アルカリ条件下，室温で反応し，強蛍光性のラ
ベル化体を生成する．著者らは本試薬を用いて
OTC医薬品の成分であるフェニルプロパノー
ルアミン（PPA）の高感度定量法を開発し，共
存成分（カフェイン，クロルフェニラミン）と
のラット脳内の薬物動態学的相互作用の評価に
適用した．その結果，PPAとこれらの共存薬
物の併用によりPPAの脳微小透析液における
AUCがカフェインで1．6倍およびクロルフェ
ニラミンで1．8倍上昇することを見出し，これ
らの併用がPPAによる脳出血などの副作用発
現に関与する可能性を示した15）．
　この他，著者らは外因性内分泌かく乱化学物
質（環境ホルモン）の1つとして知られるビス
フェノールAをDIB－Clを用いてラベル化し，
その高感度HPLC－FL定量法を確立した．さら
に本法をヒト血清や腹水16）および母乳17）に適
吊し，ビスフェノールAによる汚染状況の評価
を行った（図3）．
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図3Typical　chromatograms　corresponding　to（A）reagent　blank，（B）blood　serum（BPA
　　concentration：0．81　PPb），（C）ascetic　fluid（BPA　concentration：0．88PPb）and（D）the
　　ascetic　fluid　spiked　with　3．O　ppb　of　BPA
　　データ：文献16）より引用
8
2．2　化学発光試薬の開発
　これまでルミノール化学発光など，多くの化
学発光反応が見出され，臨床分析化学等に利用
されてきている．この内，PO－CL反応は，シュ
ゥ酸誘導体，過酸化水素および蛍光物質から成
る発光反応であるが，その高感度性を利用して
生体中の微量成分や医薬品あるいは環境汚染物
質の定量などに適用されている18）．本反応機構
は以下のように考えられている．まずシュウ酸
誘導体が過酸化水素と反応し，エネルギー豊富
な活性中間体を生成する．次いで，これが共存
する蛍光物質と電荷移動錯体を形成し，エネル
ギー移動により蛍光物質を励起する．最後に励
起された蛍光物質が基底状態に戻る際に発光を
生じるというものである（図4）19）．生じる発
光量はそれぞれの反応基質の量に比例すること
から，本発光反応を用いることで，シュウ酸誘
導体，過酸化水素および蛍光物質が定量可能と
なる．また本発光反応ではシュウ酸誘導体およ
び蛍光物質の選択が分析法の感度を大きく左右
する．本節では，著者らが開発したシュウ酸誘
導体並びに蛍光物質について紹介する．
2．2．1　Aryl　oxalates　　　・
　PO℃Lに用いられる代表的なシュゥ酸誘導
体としてbis（2，4，6－trichlorophenyl）oxalate（TCPO）
やbis（2，4－dinitrophenyl）oxalate（DNPO）などが
知られているが　これらはHPLCのポストカラム化
学発光試薬の溶媒としてしばしば用いられるアセト
ニトリルやアセトンへの溶解性が低いといった欠点
を有する．そこで，この欠点を解決するためにbis［2－
（3，6，9－trioxadecyloxycarbonyl）－4－nitrophenyl］－
oxalate（TDPO）を始め多くの試薬が開発され
た．著者らはTDPOと同様の利点を有する新規ア
リールシュウ酸誘導体を合成し，その化学発光特性
を評価した（図4）20）．その結果，既存の試薬類
が，発光は強いが瞬間的な反応パターンを示す
のに対して，反応開始後40分を超えても一定
の発光強度を保つ試薬を合成することが出来
た．これは写真法等に適用することでその有用
性を最大限に発揮することが可能となる．
2．2．2　Pyrimido【5，4司pyrimidine誘導体
　抗血小板薬である2，6－bis（diethanol　amino）－
4，8－dipiperidinopyrimido［5，4－d］pyrimidine
（dipyridamole：DP）はPO－CL系の蛍光物質
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図4　過シュウ酸エステル化学発光反応およびaryl　oxalate誘導体とその相対化学発光強度
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として有用であった．そこで，著者らは，より
有用なPO－CL用蛍光試薬開発を目的として
pyrimido［5，4－d］pyrimidine誘導体を多数合成
しその化学発光特性を評価した（図5）21）．その結
果2，4，6，8－tertathiomorpholinopyrimido［5，4－d］－
pyrimidine（化合物1（i）：TMP）が最も強い発光
強度を与えた．すなわち代表的な蛍光物質である
9－aminoacridine（AA），9，10－bis（phenylethynyl）
anthracene（PEA），9，10－diphenylanthracene
（DPA）およびrhodamine　B（RB）と比較しても
10倍以上強い発光を与えた．そこでTMPおよび
TCPOを化学発光試薬として用いて，過酸化水素
を定量した場合，その検出下限は10nM（S／N
＝3）と超高感度であった22）．
3．化学発光試薬の応用展開
3．1過酸化水素の高感度測定を利用した酵素
　　基質の定量
　PO－CL検出により過酸化水素を高感度に検
出できることは上述したが，これに過酸化水素
生成を伴う酵素反応を組み合わせることで酵素
基質の定量が可能となる．そこで著者らは，酵
素をアミノプロピル修飾したガラスビーズにグ
ルタルアルデヒド法を用いて固定化し，これを
ステンレススチール製のミニカラムに充填し
た固定化酵素リアクター（immobilized　enzyme
reactor：IMER）を作成し，フローインジェク
ション分析法の流路に組み込み，オンラインで
酵素反応を行うシステムを構築した．図6に
はD一アミノ酸定量システムの概略図を示して
いる23）．化学発光試薬にはTCPOおよびTMP
の混液を用いた．本法により11種類のD一アミ
ノ酸を0．4～30pmo1（S／N＝3）の濃度範囲で
検出可能であった．さらに本法を用いて健常人
血漿中の総D一アミノ酸濃度を測定したところ，
その結果は従来の比色法により得られた結果と
良好な相関を示した（r＝0．900，n＝18）．この他，
コリン含有リン脂質an），モノアセチルポリアミ
ンおよびポリアミン類2θ，およびグルコース26）等，
臨床検査項目として測定される化合物の測定系
を確立した．
3．2　麻薬の超高感度分析法の開発とその応用
　DBD系蛍光ラベル化試薬を用いてラベル化
後，PO－CL検出することで，超高感度分析が
可能となる．その具体例として毛髪中の乱用薬
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Enzymic　reaction　in　IMER：
　　　　　　　D－amino　acid　oxidase（D－AOD）
　D－am㎞o　acid＋02＋H20　→　α一keto　acid÷NH3＋H202
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cl　　　　　Cl　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　鵬…茸⊇・k｝Cl
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cl　Tcpo　c1
図6固定化酵素を用いるD一アミノ酸のFIA－PO－CL検出
　　P，　pump；1，　inj　ector；IMER，　immobilized　enzyme　reactor；M，　mixing　tee；D，　detector；NC，　noise
　　cleaner；Rec，　recorder．
　　F］A　conditions：carrier　solution，20　mM　imidazole－HNO3（pH　7．0）；injection　volume，20μ1；IMER，
　　70×2mm，　i．d．；CL　reagent，　O．25　mM　TCPO／1．5μMTMP　in　CH3CN（＝50：50，　v／v）
Waste
Mobile　phase　A
6－port　valve
9
　　　CL　reagent
Mobi正e　phase　B
図7　カラムスイッチィング法を用いるMDMA関連化合物のHPLC－PO－CL検出
　　HPLC　conditions：separation　column，　Capcellpak　C18　UGI20（250×1．5　mm，
　　i．d．）；　precolumn，　Develosi10DS　UG－S（10×1．5　mm，　i．d．）；　mobile　phase　A：20　mM
　　imidazole－HNO3　buffer（pH　7．0）／CH，CN（＝65：35，　v／v％）；mobile　phase　B，20　mM
　　imidazole－－HNO3　buffer（pH　7．0）／CH3CN／THF（＝52：44：4，　v／v／v％）；CL　reagent：4
　　mM　CPPO　and　25　mM　H202　in　CH3CN；inj　ection　volume：5μ1
物を分析した例を紹介する．本邦で最も乱用さ
れる薬物であるメタンフェタミン（MP），ある
いは近年その乱用が急増し，問題となっている
合成麻薬3，4一メチレンジオキシメタンフェタ
ミン（MDMA）はアミノ基を有しており，これ
らはDBD－Fを用いてラベル化が可能である．
そこで，カラムスイッチング法を組み合わせた
HPLC－PO－CLシステムを構築し（図7），薬物
乱用更正施設に入院中の患者から入手した毛髪
に含まれるこれらの乱用薬物の定量に適用した
（図8）12）．本法によりサブng／mgレベルの極
微量薬物が定量可能であった．また入院時の面
接のインタビューで患者が回答した使用薬物以
外の薬物が毛髪から検出された．これらの結果
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図8　薬物乱用更正施設入院患者の毛髪中MDMA類の分析
　　データ：文献12）より引用
から，乱用薬物使用歴のチェックに入院時に毛
髪分析を行う有用性を示すことが出来た．今後
は得られた毛髪分析の情報が治療方針の決定等
に活用されることが期待できる．
　さらにMDMA錠剤中にはMPあるいはカ
フェインなど他の乱用薬物が意図的に混入され
たものも出回っている．そのため乱用者が予期
せぬ健康被害を受けることが懸念されており，
それら乱用薬物の相互作用の評価が急務であ
る．そこで著者らはラベル化試薬にDIB－Clを
用い，HPLC－FL法によるMDMAの高感度分
析法を開発し，これをMDMAとカフェインの
併用による動態学的な相互作用の評価に適用
した27）．マイクロダイアリシス法を用い，ラッ
トから採取した脳透析液中のMDMAを定量し
たところ，カフェインの併用によりMDMAの
Tm、xおよびmean　residence　timeの延長が見ら
れ，MDMAの効果の延長が考えられた．
4．おわりに
　著者らは，FLラベル化法とHPLC－FLある
いはHPLC－CL検出法を組み合わせて生体中の
微量成分あるいは薬物の高感度かつ高選択的な
分析法を開発し；これらを実試料分析に応用展
　　　く
開した．優れたFLあるいはCL分析試薬の開
発とFLおよびCL検出の高感度性が，新たな
臨床化学分析法の開発につながり，ひいては新
しい治療法に結びつく可能性が期待される．今
後もFLおよびCL等の発光分析と臨床化学分
析の魅力的な結びつきが更に発展することを
願っている．
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